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This thesis sought to investigate the application of toxicogenomics approaches in vitro
for the purpose of identification of genotoxic and carcinogenic properties of chemicals. The
fundamental triggers of this research were the major limitations of the currently used in vitro
and in vivo systems for genotoxicity and carcinogenicity prediction. Specifically, these limi-
tations refer to the high false positive results of the in vitro assays (1). Consequently, where
positive results from in vitro tests lead to animal experimentation there are concerns with re-
spect to both ethical issues and the relevance of animal-based models for human health (2).
This research, therefore, aimed at the development of in vitro assays, by means of tox-
icogenomics analyses, for the prediction of in vivo genotoxicity and carcinogenicity of chem-
icals that will overcome the limitations of the currently available test systems. Alongside, this
research aimed at further elucidating modes-of-actions of chemical carcinogens based on
the toxicogenomics results. 
Selection of the most appropriate in vitro cellular system
The first challenge was to identify the most appropriate in vitro cell system that can be
used for realizing these research aims. Taking into consideration that the liver is the main
organ where the metabolism of chemical carcinogens into reactive intermediates takes place
(3), the use of an in vitro hepatic system appeared to be the most appropriate. Therefore,
as described in Chapter 2, two human hepatic cell lines were compared by means of gene
expression analyses, for selecting the most promising in vitro cellular system that can be
used for the purpose of transcriptomics-based class prediction. 
The first cell line, HepaRG cells, originates from a liver tumor of a female patient suffering
from hepatocarcinoma (4). Seeded at low density, HepaRG cells emerge as two cell types
when they reach confluence. The cells of the first type resemble hepatocytes while the cells
of the second type surround the hepatocyte-like cells and are flattened with a clear cyto-
plasm. Under specific differentiation conditions, the hepatocyte-like cells further differentiate
into more granular cells, closely resembling typical adult primary hepatocytes. The hepato-
cyte-like cells represent around 50 to 55% of the total cell population (5). In addition to these
morphological similarities to adult primary hepatocytes, differentiated HepaRG cells have
also been proven to express various cytochrome P450 enzymes and to exhibit other meta-
bolic functions normally found in liver (6, 7). Whole genome gene expression analysis as
conducted for the purposes of this thesis further revealed under normal culture conditions
a strong resemblance of differentiated HepaRG cells to primary human hepatocytes and
postmortem collected human liver.
The second cell line, HepG2 cells, was originally derived from a 15-year old male pa-
tient suffering from a well-differentiated hepatocellular carcinoma. HepG2 cells have been
proven to possess cancer stem cells properties (8, 9). Cancer stem cells represent a small
fraction of cancer cells with properties of embryonic stem cells and are considered re-
sponsible for the initiation, progression, local and distant recurrence / metastasis of tu-
mors, as well as for the failure of chemo- and radiotherapy (10, 11). In contrast to HepaRG
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cells, HepG2 cells show limited expression of metabolizing enzymes under normal condi-
tions. Whole genome gene expression analysis further revealed limited similarities of
HepG2 cells to primary hepatocytes, as described in this thesis. Nevertheless, activated
biotransformation pathways and high expression levels of CYP450 enzymes are detected
after chemical exposures (12-14), reaching similar levels to that observed in HepaRG cells
under similar conditions.
The comparison between HepG2 and HepaRG cell lines by whole genome gene ex-
pression analysis revealed several differences, at a gene- as well as at a pathway-level,
under normal cultural conditions; furthermore, the two cell lines showed differences but
also similarities after chemical exposures. The similar responses after chemical exposure
comprise pathways that are important in chemical carcinogenesis, including cell cycle
and apoptotic pathways. 
In the initial attempt to perform a class discrimination for the purpose of identifying the
most appropriate cellular system for this application, two genotoxic and two non-genotoxic
carcinogens were selected for the eventual development of a prediction model, that was
further validated by a third non-genotoxic carcinogen with some evidence for genotoxic in
vitro properties. This analysis, described in Chapter 2, clearly shows that HepG2 cells out-
perform HepaRG cells in terms of genotoxicity evaluation.  
Thus, HepG2 cells were selected as the most appropriate system for further studies:
firstly, because of their ability to discriminate genotoxic from non-genotoxic carcinogens
more accurately than HepaRG cells; and secondly, in view of their capability to generate
transcriptomics responses to carcinogens that included alterations in important pathways
of carcinogenesis. However, extrapolation of the obtained data from HepG2 cells to the
human in vivo situation should be done with precaution due to the limited resemblance that
they show to primary human hepatocytes and human liver. Nevertheless, due to their simi-
larities to cancer stem cells, HepG2 cells may be a more appropriate system for the study
of carcinogenesis. 
Suitability and limitations of HepG2 for genotoxicity evaluation
Next efforts were focused on testing the capability of HepG2 cells to indeed discriminate
between true in vivo genotoxic compounds and false positive genotoxic compounds (i.e.
chemicals that appear genotoxic in vitro, but do not induce genotoxicity in vivo). To this end,
in Chapter 3, the effects of three false positive genotoxic compounds at the phenotypic and
the transcriptomic level were analyzed in HepG2 cells and compared with the effects of true
genotoxins and non-genotoxins. From the three false positive genotoxic compounds under
investigation, 8-hydroxyquinoline showed similarities to the analyzed true genotoxic com-
pounds only at the phenotypic level, thus providing evidence that for evaluating the geno-
toxic properties of chemicals the analysis of transcriptomics responses is a more accurate
method than the analysis of phenotypic endpoints. This may relate to the high false positive
rate of the currently available in vitro genotoxicity assays as these only measure phenotypic
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effects. Only one false positive genotoxic compound, Quercetin, was shown to induce similar
transcriptomics responses as the used genotoxic compounds. This study therefore provides
first proof of the principle that analysis of transcriptomics responses in HepG2 cells is suit-
able for genotoxicity evaluation generating a reduced false positive rate in comparison to
the currently used in vitro test systems for evaluating genotoxicity in vivo. Furthermore, the
observed similarities between Quercetin and true genotoxins were more evident in the early
phase of exposure, which thus indicates that the duration of exposure is an important factor
for the accurate classification of genotoxic properties of chemicals. 
The next aim was to develop an accurate prediction model for in vivo genotoxicity.
Since time-dependent gene expression changes have been extensively demonstrated for
a variety of chemicals the role of exposure durations on chemical classification was simul-
taneously investigated. To achieve this in a statistically reliable manner, a high number of
chemicals is required. Therefore, in Chapter 4, transcriptomics changes induced in HepG2
cells by 34 compounds after treatment for 12h, 24h and 48h were used for the selection of
gene-sets that are capable of discriminating between in vivo genotoxins and in vivo non-
genotoxins. For the selection of such gene-sets different approaches were applied that led
to the development of different prediction models. The first approach was based only on
transcriptomics data generated by this study, the second further incorporated publicly avail-
able results on these test compounds from the Ames bacterial mutagenicity assay, while
the last incorporated the integrated outcome of standard in vitro genotoxicity studies for
the different chemicals. The application of these approaches led to the identification of dif-
ferent gene-sets for each of the exposure durations. This analysis further showed that gene-
sets generated after 12h of exposure led, in general, to the poorest prediction, and thus
12h was excluded as exposure duration for genotoxicity evaluation. Gene-sets generated
after 48h of exposure performed well for the different genotoxicity prediction models.
Clearly, the most promising gene-set was generated after stratification of chemicals based
on the publicly available results of the Ames mutagenicity assay and particularly after 24h
of exposure. In order to confirm this observation, validation of these results was conducted
for 24h and 48h of exposure using an additional set of 28 chemicals. This confirmed the
initial observations that the best prediction is achieved after 24h of exposure using the
gene-sets that were selected after stratification of chemicals according to results from the
Ames bacterial gene mutation assay. In particular, this method resulted in 89% accuracy
and 91% specificity, thereby clearly outperforming the standard in vitro test battery. Thus,
the results of Chapter 4 confirm that the analysis of transcriptomics responses in HepG2
cells after chemical exposures can be successfully used as an upgraded in vitro approach
for predicting in vivo genotoxicity when combined with the results of the Ames bacterial
gene mutation assay. Therefore, the use of this method does not only overcome the limi-
tations of the currently used in vitro genotoxicity assays but also holds great promise for
reducing animal experimentations on genotoxicity testing. Some possible applications of
this method for the purpose of reducing animal experimentations will be shortly discussed
within the section Future Perspectives and Recommendations.
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Yet, results obtained by this method still have to be interpreted in a careful and cautious
manner, especially with respect to the extrapolation to human genotoxic hazards, mostly
due to the fact that rodent genotoxic chemicals were primarily used for the development of
this assay. This was mainly due to lack of sufficient information on genotoxic effects of the
selected chemicals to humans. Further, several considerations arise regarding the classifi-
cation of the chemicals to the genotoxic and non-genotoxic classes. In exploiting available
information from rodent in vivo genotoxicity studies, we often encountered difficulties in clas-
sifying chemicals as genotoxic or non-genotoxic, mostly due to inconclusive results from
the in vivo studies as reported in the public literature. Therefore only clearly positive results
were taken into consideration for the assignment of the chemicals into the genotoxic class.
The second uncertainty related to this method, refers to the limited metabolic capacity
of HepG2 cells as mentioned earlier. Although our studies showed that HepG2 cells express
the required enzymes for the metabolism of several of the examined compounds (Chapter
2 and Chapter 3), expression of some CYP450 enzymes is not detected or very low in
HepG2 cells (12). However, almost all genotoxic chemicals used in this thesis, even those
that need metabolic activation were correctly classified. Nevertheless, the results obtained
from this assay for chemicals of which the metabolic fate is unknown may need further in-
vestigation in order to prove that these chemicals are indeed metabolized and to addition-
ally support the obtained results from the genotoxicity prediction method. 
Suitability and limitations of HepG2 for carcinogenicity evaluation
While more than 90% of the chemicals classified by the International Agency for Re-
search on Cancer (IARC) as human carcinogens, act through genotoxic mechanisms, the
remaining 10% of these chemicals act through a variety of non-genotoxic mechanisms, thus
without inducing DNA damage (16). As almost all established genotoxic compounds are
also carcinogenic, the application of our upgraded method for predicting genotoxicity in
vivo can, thus, successfully be used for the identification of the majority of carcinogenic
compounds. However, the carcinogenic potential of non-genotoxic chemicals cannot be
evaluated by this method. Therefore, the research described in Chapter 6 sought to analyze
transcriptomics responses in HepG2 cells for the purpose of identification of non-genotoxic
carcinogens. Taking into consideration the major limitation of rodent bioassays for carcino-
genicity evaluation, namely their limited relevance to human health risks (2, 17, 18), this re-
search specifically aimed at assessing the cancer risk of rodent non-genotoxic carcinogens
for humans. This study was unavoidably limited by the low number of non-genotoxic chem-
icals with proven carcinogenic risks for humans (16) as well as by the lack of non-genotoxic
chemicals with proven absence of carcinogenic effects to humans (19). For this reason,
non-carcinogenic compounds for rodents which are generally considered safe for humans
were used for the purposes of this study. Overall, this lack of sufficient test compounds prob-
ably provides the main reasons that efforts to classify rodent non-genotoxic carcinogens as
human carcinogens or human non-carcinogens have failed, as mostly inconclusive results
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were obtained for the rodent carcinogens that were investigated. This may be firstly due to
the fact that not all possible non-genotoxic carcinogenic mode-of-actions were covered by
the selected compounds and secondly, due to the fact that transcriptomics responses are
not sufficient discriminative for non-genotoxic carcinogens.
Nevertheless, the analysis of transcriptomics responses of HepG2 cells after exposure
to some of the human non-genotoxic carcinogens confirmed their modes of action, as it will
be discussed in the next section, suggesting that HepG2 cells may be capable of identifying
some of the human non-genotoxic carcinogens. Therefore, to exploit this potential of the
HepG2 model, alternative approaches to those used in Chapter 6 need to be considered
for increasing the accuracy of predicting human carcinogenicity. Some of these options will
be further discussed under the section Future Perspectives and Recommendations.  
Suitability and limitations of HepG2 for mechanistic studies
The selection of toxicogenomics as a tool for the purposes of this thesis was mainly based
on its potential for class discrimination (20). However, toxicogenomics studies also hold great
promise for identifying mechanisms-of-action of toxicants (21). Therefore, the secondary aim
of this thesis was to apply toxicogenomics tools, in combination with phenotypic analyses, in
HepG2 cells for the collection of information related to the mode-of-actions of chemicals.
Most in depth studied chemicals comprise the well-known compounds: Benzo[a]pyrene,
a genotoxic carcinogen, 17-beta Estradiol, a non-genotoxic carcinogen with evidence of in
vitro genotoxic effects (false positive genotoxic) and 2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-para-dioxin
(TCDD), a non-genotoxic carcinogen. 
Benzo[a]pyrene is known to form DNA adducts, after being metabolized, that may lead
either to cell cycle arrest or apoptosis (22, 23). In HepG2 cells, Benzo[a]pyrene exposure
led to the alteration of the expression levels of genes involved in apoptosis, DNA damage
and cell cycle progress regulation as described in Chapter 2 and Chapter 3, as early as
12h after exposure. The studies conducted in Chapter 3 and Chapter 5 confirmed these
effects also at the phenotypic level, showing however a reduction of the induced DNA dam-
age at later time points. This demonstrates that HepG2 cells are capable of metabolizing
Benzo[a]pyrene to its active metabolites thus enabling the detection of Benzo[a]pyrene-in-
duced effects by both transcriptomics and phenotypic analysis. This further suggests that
HepG2 is a suitable system for studying genotoxic mechanisms. 
However, when the effects of false-positive genotoxic chemicals were analyzed, it ap-
peared that they also induce genotoxic effects in HepG2 cells. For instance, as described
in Chapter 3 both Quercetin and 8-Hydroxyquinoline induced DNA damage. DNA damage
in HepG2 was also detected by phenotypic analysis after exposure to the false-positive
genotoxic compound 2-Chloromethylpyridine, as described in Chapter 5. Nonetheless, only
Quercetin induced the expression of genes involved in DNA-damage repair processes, sug-
gesting that this actually represents an in vitro genotoxic compound (Chapter 3). Neverthe-
less, the developed assay for predicting genotoxicity in vivo in Chapter 4, classified
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Quercetin correctly as an in vivo non-genotoxic compound. The other two false positive
compounds were also correctly identified as in vivo non-genotoxins by the prediction model
developed in Chapter 4. 
Correct prediction, as non-genotoxic, was also achieved for the well known false positive
genotoxic carcinogen, 17-beta Estradiol, in all classification approaches described in Chap-
ter 2, Chapter 3 and Chapter 4. However, the absence of evidence of genotoxicity is not
sufficient for the elucidation of its mode of action. While 17-beta Estradiol is the natural ligand
of the Estrogen Receptor – a ligand-activated transcription factor –, the transcriptional reg-
ulation analysis conducted in Chapter 6 failed to identify its activation. 17-beta Estradiol is
further known to mediate the following physiological events: development of reproductive
tissue, bone growth, lipid homeostasis and cell proliferation (24). Analysis of transcriptomics
effects at the pathway level revealed that 17-beta Estradiol altered the expression of genes
involved in development and proliferation. Thus, transcriptomics analysis of 17-beta Estradiol
induced effects in HepG2 cells was partly able to detect effects related to the mechanism-
of-action of this non-genotoxic carcinogen. These effects were more prominent at later time
points as described in Chapter 3.
In contrast to the partial identification of 17-beta Estradiols mode-of-action, clear results
were obtained for the mode-of-action of the well-known non-genotoxic carcinogen, TCDD.
TCDD is known to activate the Aryl hydrocarbon receptor that deregulates the expression
of several genes, including the CYP450 enzyme CYP1A1. The altered expression of several
genes further leads to the promotion of cell growth and inhibition of apoptosis as well as to
endocrine disruption (25-27). In HepG2 cells, TCDD exposure indeed activated the Aryl hy-
drocarbon receptor resulting in the increased expression of CYP1A1, as described in Chap-
ter 2 and Chapter 6, and affected the expression of several genes involved in cell growth
and homeostasis and hormone-related processes, as described in the Supplementary Data
of Chapter 3 and in Chapter 6. These effects, in contrast to the effects of 17-beta Estradiol,
were identified at all exposure durations, suggesting that for non-genotoxic chemicals dif-
ferent exposure durations are necessary for the identification of their modes-of-action by
toxicogenomics analyses. This is further supported by the observations related to the acti-
vation of the Constitutive Androstane Receptor by Phenobarbital. Phenobarbital, which is a
non-genotoxic carcinogen, acts via the activation of this ligand-dependent transcription fac-
tor (28). The transcriptomics effects of Phenobarbital in HepG2 cells after 24h of exposure
did not support the activation of this receptor, as described in Chapter 4; however, analysis
of the transcriptomics responses of HepG2 cells after exposure to Phenobarbital for 48h, as
described in Chapter 6, identified the activation of Constitutive Androstane Receptor, sug-
gesting that longer exposures durations are necessary for the identification of the effects of
Phenobarbital in HepG2 cells.
Thus, where this thesis proves that HepG2 cells is a suitable model for studies of geno-
toxic mechanisms, it is however also apparent that HepG2 cells are not able to detect the
mode-of-action of all non-genotoxic carcinogens. Further, the absence of transcriptomics
responses in HepG2 cells after exposures to novel chemicals should not be misinterpreted
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as absence of carcinogenicity, as this is clearly not applicable for Tetrachloroethylene and
Pentachlorophenol that did not induce any transcriptomics responses in HepG2 although
they are known human carcinogens (Chapter 6).
Lastly, this thesis investigated the suitability of HepG2 cells for mechanistic studies re-
lated to the function of genes. Especially the function of NR0B2 was investigated, as de-
scribed in Chapter 5, in order to investigate the biological relevance of this gene to DNA
damage responses, as it was one of the classifying genes identified in Chapter 4. An RNA
silencing approach was applied in HepG2 to reveal the role of NR0B2 prior and after geno-
toxic treatment. NR0B2 is a nuclear receptor that acts as a repressor of transcription and
was identified as one of the genes with the highest contribution in the prediction model. The
inhibition of its expression in combination with chemical exposure, however, did not affect
the classification of model compounds, indicating that NR0B2 is not the determining factor
for the classification of these compounds. That further suggests that other genes from the
classifying gene-set may have a higher contribution to the prediction model and / or that in-
hibiting the expression of only one gene may not be sufficient for drastically altering the
classification model. For this to be proven however, additional experiments using higher
numbers of test compounds, in order to increase statistical power, would be necessary. 
NR0B2 is further known to affect a variety of physiological processes such as lipid, cho-
lesterol and glucose metabolism, homeostatic regulation, detoxification and drug metabolism
in liver (29).  These processes were identified to be altered in HepG2 cells growing under nor-
mal conditions after silencing of NR0B2, as described in Chapter 5. Therefore, HepG2 cells,
although they have a hepatocellular carcinoma origin, appear to sustain functions of non-
cancerous cells, since the NR0B2 network appears to remain unaffected in cells expressing
NR0B2. The silencing approach described in Chapter 5, further revealed a significant function
of NR0B2 in chemical responses, and especially in genotoxic stress responses as derived
from phenotypic analysis. Thus, these observations support that mechanistic information re-
garding the functionality of genes can be obtained by the use of HepG2 cells.
In summary, the results described in Chapter 2, Chapter 3 and Chapter 5 prove the
suitability of HepG2 cells for the investigation of genotoxic mechanisms of chemical car-
cinogens. Further, the results discussed in Chapter 2, Chapter 3, Chapter 4 and Chapter
6 indicate that HepG2 cells may be a useful system for studying some non-genotoxic
modes-of-actions of chemical carcinogens. Lastly, the results described in Chapter 5 prove
that HepG2 cells can be used for the evaluation of functionalities of genes. 
Conclusion
In conclusion, this thesis identified the HepG2 cell line as a suitable in vitro liver model
for the purpose of genotoxicity evaluation by means of toxicogenomics analysis. Further,
for the discrimination of true from false positive genotoxic compounds, the application of
toxicogenomics analysis was more successful than the evaluation of phenotypic endpoints
in HepG2 cells. Additionally, this thesis presents the development of a genotoxicity predic-
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tion method by evaluating a limited number of classifying genes that outperforms the con-
ventional in vitro test battery for assessing genotoxicity. For one of these genes, this thesis
demonstrates its biological relevance to genotoxicity responses. Thus, it has been shown
that HepG2 cells can be used for the prediction of the genotoxic properties of chemicals
as well as for the study of genotoxic mechanisms of chemical carcinogens. Lastly, this the-
sis provides some evidence that the application of toxicogenomics approaches using
HepG2 cells may provide mechanistic information about the mode-of-action of non-geno-
toxic chemicals, but also that this still is not sufficient for carcinogenicity prediction of non-
genotoxic chemicals.
Future perspectives and recommendations
As mentioned above, this thesis deals with the application of toxicogenomics ap-
proaches in HepG2 cells for two major aims, the prediction of genotoxic properties and the
evaluation of the carcinogenic potential of chemicals. 
Due to the lower false-positive rate with equally high sensitivity of the developed geno-
toxicity prediction method in Chapter 4 in comparison to the currently used in vitro test bat-
tery, this method is recommended for several applications that may serve the purpose of
reducing the number of animal toxicity tests. These applications include the early phases of
drug development and the purposes of the EU chemical policy program REACH. For eval-
uating intrinsic genotoxic properties of chemicals in drug development, a tiered approach
for genotoxicity testing is currently used starting with in vitro testing followed by in vivo test-
ing. Thus, this transcriptomics-based method may facilitate the discontinuation of true geno-
toxic compounds after in vitro genotoxicity testing and the prioritization of promising
candidates which have been established as true non-genotoxic compounds, thereby avoid-
ing, animal experiments on false positive genotoxic compounds. The EU chemical policy
program REACH aims at collecting sufficient toxicological information of chemicals that are
produced in or imported into the EU. It has been estimated that approximately 400000 ro-
dents may be used for testing genotoxicity in vivo in order to fulfill the requirements of the
REACH policy (30). Thus, the developed method described in Chapter 4 may be used as
an initial evaluation for this purpose and therefore avoid the animal experimentations that
would be based on false premises from the conventional in vitro test battery. 
Moreover, the developed method is recommended as a tool for genotoxicity assessment
of novel cosmetics. In this case, the method developed in Chapter 4 may replace the use
of animals for genotoxicity evaluation of cosmetic ingredients, which is particularly relevant
in view of the prohibition of animal testing for this purpose in EU (EC Regulation 1223/2009).
However, for this method to be generally accepted in chemical safety assessment,
recognition by regulatory authorities is required. Thus, future efforts should aim at this recog-
nition. The first steps into this direction have already been made by applying for the valida-
tion of this novel method by the European Centre for the Validation of Alternative Methods
(ECVAM). This validation should aim at both intra- and inter-laboratory comparative studies,
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in order to evaluate the robustness and the reproducibility of this assay. Additionally, the
development of standardized procedures will be required in order to achieve recognition by
regulatory authorities. To this end, the development of dedicated analytical platforms, based
on RT-PCR arrays or customized microarrays, as well the development of software for the
analysis of the data may be useful. 
The reasons that toxicogenomics approaches could not provide a successful method
for evaluating the carcinogenic potential of non-genotoxic chemicals may be found in the
limited number of chemicals that were used for this purpose. Inclusion of more chemicals
with known carcinogenic potential in humans may better serve the purpose of developing
a carcinogenicity prediction model by covering more modes-of-action. Another reason could
lie in the selected cell system or in the selected prediction approaches. For instance, while
the selection of HepG2 cells for this study was based on the fact that the liver is the major
target organ of chemical carcinogens in rodent bioassays (3), from the selected human car-
cinogens that were used in Chapter 6, only one is known to cause liver cancer in humans,
while the majority of carcinogens are known to cause lymphomas. Thus, a more relevant
cell system that will represent the target tissues of known human carcinogens may be
needed in further studies for the identification of carcinogenic properties of chemicals. Fi-
nally, although for the majority of human non-genotoxic carcinogens, transcriptomics analy-
sis was able to identify responses linked to their mode-of-action, for some chemicals this
appeared not feasible. This may suggest that transcriptomics analysis is not always an ap-
propriate endpoint for the evaluation of carcinogenic properties of non-genotoxic chemicals
and thus other endpoints or combinations thereof need to be considered, such as
metabolomics, proteomics or epigenomics analyses. Thus, within the domain of non-geno-
toxic carcinogenesis further research is recommended in order to identify a more appropriate
in vitro cell system. A specific cell system for each of the different cancer types, e.g. lym-
phomas, breast cancer, liver cancer etc., may be considered for the evaluation of several
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Dit proefschrift heeft getracht de applicatie van toxicogenomics methoden te onderzoe-
ken voor de in vitro identificatie van genotoxische en carcinogene eigenschappen van che-
mische stoffen. De belangrijkste redenen van dit onderzoek waren de grote beperkingen van
de op dit moment gebruikte in vitro en in vivo systemen om genotoxiciteit en carcinogeniteit
te voorspellen. In het bijzonder betreffen deze beperkingen de hoge vals-positieve resultaten
van de in vitro testen (1). Aangezien de positieve resultaten van in vitro testen leiden tot dier-
experimenten, zijn er zorgen met betrekking tot ethische aspecten. Tevens is de relevantie
van proefdier-gebaseerde modellen voor de menselijke gezondheid vaak onduidelijk (2).
Het onderzoek in dit proefschrift is daarom gericht op de ontwikkeling van op toxicoge-
nomics analyses gebaseerde in vitro testen, voor de voorspelling van in vivo genotoxiciteit
en carcinogeniteit van chemische stoffen, waarbij de beperkingen van de momenteel be-
schikbare testsystemen zal worden teniet gedaan. Daarnaast is het onderzoek gericht op
het verder ophelderen van werkingsmechanismen van chemische carcinogenen op basis
van de toxicogenomics resultaten. 
Selectie van het meest geschikte in vitro cellulaire systeem
De eerste uitdaging was om het meest geschikte in vitro cellulaire systeem te identifice-
ren dat gebruikt kan worden voor het realiseren van het onderzoeksdoel. Rekening houdend
met het feit dat de lever het voornaamste orgaan is waar het metabolisme van chemische
carcinogenen in reactieve tussenproducten plaats vindt (3), leek het gebruik van een in vitro
hepatisch systeem het meest geschikt. Daarom, zoals beschreven in Hoofdstuk 2, werden
twee menselijke lever cellijnen vergeleken door middel van genexpressie analyse, met als
doel om de meest belovende in vitro cellulaire systeem te selecteren voor een op transcrip-
tomics gebaseerde classificatie.
De eerste cellijn, HepaRG, komt uit een levercarcinoom van een vrouwelijke patiënt (4).
Wanneer uitgezaaid met een lage dichtheid, ontstaan uit HepaRG cellen bij het bereiken
van confluentie twee soorten cellen. De cellen van het eerste type lijken op hepatocyten,
terwijl de cellen van het tweede type de hepatocyte-achtige cellen omringen en afgeplat zijn
met een duidelijke cytoplasma. Onder specifieke differentiatie omstandigheden, worden de
hepatocyte-achtige cellen verder gedifferentieerd in meer granulaire cellen, sterk lijkend op
typische volwassene primaire hepatocyten. De hepatocyte-achtige cellen vertegenwoordi-
gen ongeveer 50 tot 55% van de totale celpopulatie (5). Naast deze morfologische over-
eenkomsten met volwassen primaire hepatocyten, is voor gedifferentieerde HepaRG cellen
ook bewezen dat verschillende cytochroom P450 enzymen tot expressie komen en vertonen
ze ook andere metabole functies die normaal in de lever gevonden worden (6, 7). Genoom-
brede genexpressie analyse zoals uitgevoerd in dit proefschrift onthulde verder onder nor-
male kweekomstandigheden een sterke gelijkenis tussen gedifferentieerde HepaRG cellen
en primaire menselijke hepatocyten, alsook met post-mortem verzamelde menselijke lever.
De tweede cellijn, HepG2, is oorspronkelijk afkomstig van een 15-jarige mannelijke pa-
tiënt met een goed gedifferentieerde hepatocellulair carcinoom. Voor HepG2 cellen is be-
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wezen dat ze kankerstamcel eigenschappen bezitten (8, 9). Kankerstamcellen vertegen-
woordigen een klein deel van de kankercellen en hebben eigenschappen van embryonale
stamcellen en worden verantwoordelijk geacht voor de initiatie, progressie, lokaal en op af-
stand metastase van tumoren, maar ook voor het mislukken van chemo- en radiotherapie
(10, 11). In tegenstelling tot HepaRG cellen, vertonen HepG2-cellen een beperkte expressie
van cytochroom P450 enzymen onder normale kweek omstandigheden. Uit genoom-brede
analyse van genexpressie bleek verder dat HepG2 cellen een beperkte gelijkenis tonen met
primaire hepatocyten, zoals beschreven in dit proefschrift. Toch worden er geactiveerde bi-
otransformatie pathways en een hoge expressie van CYP450-enzymen gevonden na be-
handeling met chemische stoffen (12-14), die onder vergelijkbare omstandigheden een
vergelijkbaar niveau bereiken met dat gevonden in HepaRG cellen. 
De vergelijking tussen HepG2 en HepaRG cellijnen door genoom-brede genexpressie
analyse hebben een aantal verschillen getoond, zowel op gen- als op pathway-niveau. Echter,
de twee cellijnen toonden ook overeenkomsten na behandeling met chemische stoffen. De
vergelijkbare responsen na behandeling met chemische stoffen bestaan uit pathways die
van belang zijn in chemische carcinogenese, waaronder cel cyclus en apoptose pathways.
In een eerste poging om een classificatie uit te voeren en het meest geschikte cellulaire
systeem voor deze applicatie te identificeren, werden twee genotoxische en twee niet-ge-
notoxische carcinogenen geselecteerd voor de ontwikkeling van een voorspellingsmodel,
dat vervolgens werd gevalideerd door een derde niet-genotoxisch carcinogeen. Deze ana-
lyse, beschreven in Hoofdstuk 2, laat duidelijk zien dat HepG2 cellen HepaRG cellen over-
treffen op het gebied van evaluatie van genotoxiciteit.
HepG2 cellen werden geselecteerd als het meest geschikte systeem voor het verdere
onderzoek: ten eerste, vanwege hun vermogen om nauwkeuriger genotoxische van niet-
genotoxische carcinogenen dan HepaRG cellen te onderscheiden, en ten tweede omdat
ze transcriptomics responsen genereren op carcinogenen in belangrijke pathways van car-
cinogenese. De extrapolatie van de data verkregen met HepG2 cellen naar de menselijk in
vivo situatie moeten met voorzichtigheid gedaan worden vanwege de beperkte gelijkenis
die ze tonen met primaire menselijke hepatocyten en menselijke lever. Echter, als gevolg
van hun overeenkomsten met kankerstamcellen, kunnen HepG2 cellen een meer passend
model zijn voor het carcinogenese onderzoek.
Geschiktheid en beperkingen van HepG2 voor genotoxiciteit evaluatie
De volgende inspanningen waren gericht op het testen van de geschiktheid van HepG2
cellen om echte in vivo genotoxische stoffen te kunnen discrimineren van vals-positieve ge-
notoxische stoffen (dat wil zeggen stoffen die worden weergegeven als genotoxisch in vitro,
maar als niet-genotoxisch in vivo). Daartoe werden in Hoofdstuk 3 de effecten van drie vals-
positieve genotoxische stoffen op het fenotypische en het transcriptomics niveau geanaly-
seerd in HepG2 cellen en vergeleken met de effecten van echte in vivo genotoxinen en
niet-genotoxinen. Van de drie onderzochte vals-positieve genotoxische stoffen toonde 8-
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hydroxyquinoline alleen gelijkenissen met de geanalyseerde echte genotoxische stoffen op
het fenotypisch niveau, en daarmee van bewijs leverend dat voor de beoordeling van de
genotoxische eigenschappen van chemische stoffen de analyse van transcriptomics res-
ponsen een nauwkeurigere methode is dan de analyse van fenotypische eindpunten. Dit
kan van belang zijn voor het hoge percentage vals-positieve van de momenteel beschikbare
in vitro genotoxiciteitstesten, omdat deze alleen fenotypische effecten evalueren. Slechts
één vals-positieve genotoxisch stof, Quercetin, toonde soortgelijke transcriptomics respon-
sen als de gebruikte genotoxische stoffen. Dit onderzoek levert dus het eerst bewijs van het
principe dat de analyse van transcriptomics responsen in HepG2 cellen geschikt is voor de
evaluatie van genotoxiciteit, en dat het tot een verlaagd vals-positieve percentage leidt in
vergelijking met de momenteel gebruikte in vitro testsystemen voor de evaluatie van geno-
toxiciteit in vivo. Tevens waren de gevonden overeenkomsten tussen Quercetin en echte
genotoxinen duidelijk in de vroege fase van de blootstelling, wat dus aangeeft dat de duur
van de behandeling een belangrijke factor is voor de nauwkeurige classificatie van geno-
toxische eigenschappen van chemische stoffen.
Het volgende doel was om een nauwkeurig voorspellingsmodel voor in vivo genotoxi-
citeit te ontwikkelen. Aangezien tijdsafhankelijke genexpressie veranderingen voor verschil-
lende chemicaliën uitvoerig gedemonstreerd zijn (15), is tegelijk de rol van de
behandelingsduur met chemische stoffen voor de classificatie onderzocht. Om dit te berei-
ken op een statistisch betrouwbare niveau, zijn een groot aantal chemische stoffen nodig.
Daarom werden in Hoofdstuk 4 transcriptomics veranderingen geïnduceerd in HepG2 cel-
len door 34 chemicaliën na een behandeling van 12u, 24u en 48u gebruikt voor de selectie
van genensets die geschikt zijn voor de discriminatie van in vivo genotoxinen en in vivo niet-
genotoxinen. Voor de selectie van dergelijke genensets werden verschillende methoden
toegepast die leidden tot de ontwikkeling van verschillende voorspellingsmodellen. De eer-
ste methode was alleen gebaseerd op transcriptomics gegevens, de tweede integreerde
ook de beschikbare resultaten voor deze teststoffen van de Ames bacteriële mutagenici-
teitstest, terwijl de laatste het geïntegreerde resultaat van de standaard in vitro genotoxici-
teitsstudies voor de verschillende chemische stoffen mee nam. De toepassing van deze
methoden heeft geleid tot de identificatie van verschillende genensets voor elk van de bloot-
stellingstijden. Deze analyse toonde aan dat de genensets gegenereerd na 12u blootstelling
in het algemeen leidden tot de slechtste voorspelling; hiermee werd 12 uur uitgesloten als
de behandelingsduur voor evaluatie van genotoxiciteit. Genensets gegenereerd na 48u
blootstelling presteerde goed voor de verschillende genotoxiciteit voorspellingsmodellen.
Echter, de meest veelbelovende genenset werd gegenereerd na stratificatie van chemicaliën
op basis van de publiekelijk beschikbare resultaten van de Ames mutageniteitstest en vooral
na 24 uur behandeling. Om deze observaties te bevestigen, werd de validatie van deze re-
sultaten uitgevoerd voor 24u en 48u blootstelling met behulp van een extra set van 28 che-
micaliën. Dit bevestigde de eerste waarnemingen dat de beste voorspelling wordt bereikt
na 24u blootstelling via de genensets die werden geselecteerd na stratificatie van chemica-
liën op basis van de resultaten van de Ames bacteriële genmutatietest. In het bijzonder,
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deze methode resulteerde in 89% nauwkeurigheid en 91% specificiteit, waardoor het dui-
delijk de standaard in vitro testbatterij overtreft. De resultaten van Hoofdstuk 4 bevestigen
dat de analyse van transcriptomics responsen in HepG2 cellen na behandeling met chemi-
sche stoffen met succes kunnen worden gebruikt als een verbeterde in vitro benadering
voor het voorspellen van in vivo genotoxiciteit, zeker wanneer ze worden gebruikt in combi-
natie met de resultaten van de Ames bacteriële genmutatie test. Het gebruik van deze me-
thode doet daarom niet alleen de beperkingen teniet van de momenteel gebruikte in vitro
genotoxiciteitstesten, maar houdt ook een grote belofte voor het verminderen van dierex-
perimenten voor genotoxiciteitstesten. Een aantal mogelijke toepassingen van deze me-
thode voor wat betreft de vermindering van dierexperimenten zal hieronder worden
behandeld in de sectie Toekomst perspectieven en aanbevelingen.
Desalniettemin moeten resultaten verkregen met deze methode nog op een zorgvuldige
en voorzichtige manier worden geïnterpreteerd, in het bijzonder met betrekking tot de ex-
trapolatie naar de genotoxische gevaren voor de mens, vooral vanwege het feit dat voor de
ontwikkeling van deze test vooral chemicaliën werden gebruikt die genotoxisch zijn in knaag-
dieren. Dit was voornamelijk te wijten aan het gebrek aan voldoende informatie over geno-
toxische effecten van de geselecteerde stoffen voor mensen. Verder, zijn er een aantal
bedenkingen met betrekking tot de indeling van chemicaliën in de genotoxische en niet-
genotoxische klassen. Bij de verwerking van beschikbare informatie uit in vivo genotoxici-
teitsstudies, ondervonden wij vaak moeilijkheden bij de classificatie van chemische stoffen
als genotoxisch of niet-genotoxische. Dit was vooral te wijten aan de niet eenduidige resul-
taten van de in vivo studies zoals die in de openbare literatuur werden gerapporteerd. Om
deze reden werden alleen duidelijk positieve resultaten in aanmerking genomen voor de in-
deling van chemische stoffen in de genotoxische klasse.
De tweede onzekerheid met betrekking tot deze methode, verwijst naar de eerder
vermelde beperkte metabole capaciteit van HepG2 cellen. Hoewel onze studies hebben
aangetoond dat HepG2 cellen de noodzakelijke enzymen hebben voor het metabolisme
van een aantal van de onderzochte stoffen (Hoofdstuk 2 en Hoofdstuk 3), is de expressie
van bepaalde CYP450-enzymen zeer laag of niet detecteerbaar in HepG2-cellen (12).
Bijna alle genotoxische chemicaliën die werden gebruikt in dit proefschrift correct zijn ge-
classificeerd, ook de velen die moeten worden gemetaboliseerd. Ondanks dit, moeten
de resultaten van deze test voor chemicaliën waarvan het metabolisme niet bekend is,
verder worden onderzocht om te bewijzen dat deze chemicaliën inderdaad worden ge-
metaboliseerd, en bovendien om de verkregen resultaten van de genotoxiciteitvoorspel-
ling te ondersteunen.
Geschiktheid en beperkingen van HepG2 voor carcinogeniteit evaluatie
Terwijl meer dan 90% van de chemische stoffen die door het Internationaal Agentschap
voor Kankeronderzoek (IARC) als carcinogeen voor mensen zijn geclassificeerd via geno-
toxische mechanismen werken, werken de resterende 10% van deze chemicaliën via een
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verscheidenheid van niet-genotoxische mechanismen, dus zonder het induceren van DNA-
schade (16). Omdat bijna alle bekende genotoxische stoffen ook kankerverwekkend zijn,
kan de toepassing van onze verbeterde methode voor het voorspellen van genotoxiciteit in
vivo met succes worden gebruikt voor de identificatie van de meerderheid van carcinogene
stoffen. Echter, het carcinogene potentieel van niet-genotoxische chemicaliën kan niet wor-
den bepaald door onze methode. Daarom is geprobeerd met het onderzoek beschreven in
Hoofdstuk 6 om de transcriptomics responsen in HepG2 cellen te analyseren voor de iden-
tificatie van niet-genotoxische carcinogenen. Rekening houdend met de belangrijkste beper-
king van de proefdiertesten voor carcinogeniteit evaluatie, namelijk hun beperkte relevantie
voor de menselijke gezondheidsrisico’s (2, 17, 18), was dit onderzoek specifiek gericht op
de beoordeling van het risico op kanker voor mensen van de voor proefdieren niet-genotoxi-
sche carcinogenen. De onvermijdelijke beperking van deze studie was het geringe aantal
niet-genotoxische stoffen met bewezen kankerverwekkende risico’s voor de mens (16) en
het feit dat er geen niet-genotoxische chemicaliën bestaan waarvan bewezen is dat ze geen
kankerverwekkende effecten op mensen hebben (19). Om deze reden werden stoffen die
niet-carcinogeen zijn voor proefdieren, en die over het algemeen worden beschouwd als vei-
lig voor de mens, voor deze studie gebruikt. De pogingen om voor proefdieren niet-geno-
toxische carcinogenen te classificeren als menselijke carcinogenen of menselijke
niet-carcinogenen lukte niet, aangezien meestal niet duidelijke resultaten werden verkregen.
Dit kan zijn, ten eerste, vanwege het feit dat niet alle mogelijke niet-genotoxische carcinogene
werkingsmechanismen werden gedekt door de geselecteerde stoffen vanwege het gebrek
aan voldoende teststoffen, en ten tweede, als gevolg van het feit dat transcriptomics respon-
sen niet voldoende zijn voor de discriminatie van niet-genotoxische carcinogenen.
Desalniettemin, de analyse van transcriptomics responsen van HepG2 cellen na behan-
deling met een aantal van de menselijke niet-genotoxische carcinogenen bevestigt hun wer-
kingsmechanismen, zoals zal worden besproken in de volgende sectie. Dit suggereert dat
HepG2 cellen een aantal van de menselijke niet-genotoxische carcinogenen kunnen iden-
tificeren. Om dit potentieel van de HepG2 model te benutten, is het nodig dat alternatieve
benaderingen dan die gebruikt in Hoofdstuk 6 in ogenschouw worden genomen voor het
verhogen van de nauwkeurigheid van het voorspellen van de menselijke carcinogeniteit.
Sommige van deze opties zullen verder worden besproken in de sectie Toekomst perspec-
tieven en aanbevelingen.
Geschiktheid en beperkingen van HepG2 voor mechanistische studies
De selectie van toxicogenomics als een instrument voor het doel van dit proefschrift is
voornamelijk gebaseerd op zijn potentieel voor classificatie (20). Echter, toxicogenomics
studies houden ook een grote belofte voor het identificeren van werkingsmechanismen van
toxische stoffen (21). Daarom was het secundaire doel van dit proefschrift om toxicogeno-
mics tools, in combinatie met fenotypische analyses, toe te passen in HepG2 cellen infor-
matie te verkrijgen met betrekking tot de werkingsmechanismen van chemicaliën.
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De chemicaliën die het meest diepgaand werden onderzocht, zijn deze bekende stoffen:
Benzo[a]pyreen, een genotoxisch carcinogeen, 17-beta Estradiol, een niet-genotoxisch car-
cinogeen met bewijs van in vitro genotoxische effecten (vals-positief genotoxisch) en 2,3,7,8-
tetrachloordibenzo-para-dioxine (TCDD), een niet-genotoxisch carcinogeen.
Benzo[a]pyreen is bekend voor het vormen van DNA adducten, na metabolisatie, die
kan leiden tot celcyclusstilstand of apoptose (22, 23). In HepG2-cellen, leidde Benzo[a]py-
reen blootstelling tot de wijziging van de expressie van genen die betrokken zijn bij apop-
tose, DNA-schade en de celcyclus regulering, zoals beschreven in Hoofdstuk 2 en
Hoofdstuk 3, al vanaf 12u na de blootstelling. De studies in Hoofdstuk 3 en Hoofdstuk 5
bevestigden deze effecten ook op fenotypisch niveau, echter met een reductie van DNA-
schade op de latere tijdstippen. Dit alles toont aan dat HepG2 cellen in staat zijn om
Benzo[a]pyreen te metabolizeren naar zijn actieve metabolieten, waardoor de detectie van
Benzo[a]pyreen-geïnduceerde effecten door zowel transcriptomics als fenotypische analyse
mogelijk is. Dit wijst er verder op dat HepG2 een geschikt systeem is voor het bestuderen
van genotoxische mechanismen.
Echter, wanneer de effecten van vals-positieve genotoxische chemicaliën worden ge-
analyseerd, bleek dat ze ook genotoxische effecten kunnen induceren in HepG2 cellen. Bij-
voorbeeld, zoals beschreven in Hoofdstuk 3, induceerden zowel Quercetin en
8-hydroxyquinoline DNA-schade. DNA-schade in HepG2 werd ook ontdekt door fenotypi-
sche analyse na behandeling met de vals-positieve genotoxische stof 2-Chloromethylpyri-
dine, zoals beschreven in Hoofdstuk 5. Echter, alleen Quercetin heeft de expressie van
genen die betrokken zijn bij DNA-schade herstelprocessen geïnduceerd. Dit suggereert dat
Quercetin inderdaad een in vitro genotoxische stof (Hoofdstuk 3) vertegenwoordigt. Des-
alniettemin, classificeerde de test ontwikkeld voor het voorspellen van genotoxiciteit in vivo
in Hoofdstuk 4, Quercetin correct als een in vivo niet-genotoxische stof. De andere twee
vals-positieve stoffen werden ook correct geïdentificeerd als in vivo niet-genotoxinen door
het voorspellingsmodel ontwikkeld in Hoofdstuk 4.
De correcte voorspelling als niet-genotoxisch werd ook bereikt voor de bekende vals-
positieve genotoxisch carcinogeen 17-beta Estradiol in alle classificatie benaderingen be-
schreven in Hoofdstuk 2, Hoofdstuk 3 en Hoofdstuk 4. Echter, de afwezigheid van bewijs
van genotoxiciteit is niet voldoende voor de opheldering van het werkingsmechanisme. Ter-
wijl 17-beta Estradiol de natuurlijke ligand van de oestrogeen receptor is – een ligand-ge-
activeerde transcriptie factor –, de transcriptionele regulatie analyse in Hoofdstuk 6 faalde
om deze activering te identificeren. Van 17-beta Estradiol is verder bekend dat het de vol-
gende fysiologische gebeurtenissen beïnvloedt: ontwikkeling van reproductieve weefsels,
botgroei, lipide homeostase en celproliferatie (24). Analyse van de transcriptomics effecten
op pathway-niveau toont aan dat 17-beta Estradiol de expressie van genen betrokken bij
de ontwikkeling en proliferatie veranderde. Dus, transcriptomics analyse van door 17-beta
Estradiol geïnduceerde effecten in HepG2-cellen was deels in staat om effecten in verband
met het werkingsmechanisme van dit niet-genotoxisch carcinogeen te detecteren. Deze ef-
fecten waren meer zichtbaar op latere tijdstippen, zoals beschreven in Hoofdstuk 3.
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In tegenstelling tot de gedeeltelijke identificatie van het werkingsmechanisme voor 17-
beta Estradiol, werden duidelijke resultaten verkregen voor het werkingsmechanisme van de
bekende niet-genotoxisch carcinogeen TCDD. TCDD is bekend voor de activering van de
Aryl hydrocarbon receptor die de expressie van verschillende genen, waaronder het CYP450
enzym CYP1A1, regelt. De veranderde expressie van verschillende genen leidt vervolgens
naar de bevordering van de celgroei en inhibitie van apoptose, alsook naar endocriene ver-
storing (25-27). In HepG2-cellen, heeft TCDD blootstelling inderdaad de Aryl hydrocarbon
receptor geactiveerd, resulterend in de verhoogde expressie van CYP1A1, zoals beschreven
in Hoofdstuk 2 en Hoofdstuk 6, en heeft het invloed op de expressie van verschillende
genen die betrokken zijn bij celgroei en homeostase en hormoon-gerelateerde processen,
zoals beschreven in de aanvullende gegevens van Hoofdstuk 3 en in Hoofdstuk 6. Deze
effecten, in tegenstelling tot de effecten van 17-beta Estradiol, werden geïdentificeerd bij alle
blootstellingtijden. Dit suggereert dat voor niet-genotoxische stoffen verschillende blootstel-
lingtijden nodig zijn voor de identificatie van werkingsmechanisme door toxicogenomics ana-
lyses. Dit wordt verder ondersteund door de waarnemingen met betrekking tot de activering
van de Constitutive Androstane Receptor door fenobarbital. Fenobarbital, dat een niet-ge-
notoxisch carcinogeen is, werkt via de activering van deze ligand-afhankelijke transcriptie
factor (28). De transcriptomics effecten van Fenobarbital in HepG2 cellen na 24u blootstelling
kon de activatie van deze receptor niet ondersteunen, zoals beschreven in Hoofdstuk 4.
Echter een analyse van de transcriptomics responsen van HepG2 cellen na behandeling met
Fenobarbital voor 48u, zoals beschreven in Hoofdstuk 6, identificeerde de activering van
Constitutive Androstane  Receptor. Dit suggereert dat langere looptijden noodzakelijk zijn
voor de identificatie van de effecten van Fenobarbital in HepG2 cellen.
Dus, waar dit proefschrift bewijst dat HepG2 een geschikt model is voor de studie van
genotoxische mechanismen, is het echter ook duidelijk dat HepG2 cellen niet in staat zijn
om de werkingsmechanismen van alle niet-genotoxische carcinogenen te detecteren. Ver-
der dient te worden opgemerkt, dat het ontbreken van transcriptomics responsen in HepG2
cellen na behandeling met nieuwe chemicaliën niet verkeerd mag worden geïnterpreteerd
als afwezigheid van carcinogeniteit, omdat deze duidelijk niet van toepassing is voor Tetra-
chloorethyleen en Pentachloorfenol. Beiden veroorzaken geen enkele transcriptomics res-
pons in HepG2, hoewel ze bekende carcinogeen voor mensen zijn (Hoofdstuk 6). 
Tot slot, werd in dit proefschrift de geschiktheid van HepG2 cellen onderzocht voor
mechanistische studies met betrekking tot de functie van genen. Vooral de functie van
NR0B2 werd onderzocht, zoals beschreven in Hoofdstuk 5, met het doel om de biologi-
sche relevantie van dit gen te onderzoeken op DNA-schade responsen, aangezien het een
van de genen was die geïdentificeerd werd in Hoofdstuk 4 voor de classificatie. Een RNA-
silencing benadering werd toegepast in HepG2 om de rol van NR0B2 te onthullen voor en
na de genotoxische behandeling. NR0B2 is een nucleaire receptor die werkt als een re-
pressor van transcriptie en werd geïdentificeerd als een van de genen met de hoogste bij-
drage in het voorspellingsmodel. De inhibitie van de expressie ervan, had evenwel geen
invloed op de classificatie van de chemische modelstoffen, wat aangeeft dat NR0B2 niet
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de bepalende factor voor de classificatie van deze stoffen is. Dit suggereert verder dat an-
dere genen uit de genenset voor de classificatie een hogere bijdrage aan de voorspelling
model kunnen hebben en / of dat inhibitie van de expressie van slechts één gen niet vol-
doende is voor drastische veranderen van het classificatiemodel. Om dit te bewezen, zou-
den aanvullende experimenten met hogere aantallen teststoffen nodig zijn, om daarmee
de statistische kracht te vergroten.
NR0B2 is verder bekend om een  verscheidenheid van fysiologische processen te beïn-
vloeden, zoals vet, cholesterol en glucose metabolisme, homeostatische regulering en ont-
gifting en drugs metabolisme in de lever (29). Deze processen werden geïdentificeerd te
worden gewijzigd in HepG2-cellen die onder normale omstandigheden groeien na het on-
derdrukken van NR0B2, zoals beschreven in Hoofdstuk 5. Aangezien het NR0B2 netwerk
niet beïnvloed lijkt te worden in cellen die NR0B2 tot expressie brengen, lijken HepG2 cellen,
alhoewel ze een hepatocellulair carcinoom oorsprong hebben, de functies van niet-kanker-
cellen te behouden. De silencing benadering beschreven in Hoofdstuk 5, onthulde verder
een belangrijke functie van NR0B2 in chemische responsen, vooral in genotoxische stress
responsen zoals afgeleid van fenotypische analyses. Deze observaties ondersteunen dat
mechanistische informatie met betrekking tot de functionaliteit van genen kan worden ver-
kregen door het gebruik van HepG2 cellen.
Samenvattend, bewijzen de resultaten beschreven in Hoofdstuk 2, Hoofdstuk 3 en
Hoofdstuk 5 de geschiktheid van HepG2-cellen voor het onderzoek naar genotoxische
mechanismen van chemische carcinogenen. Verder geven de resultaten beschreven in
Hoofdstuk 2, Hoofdstuk 3, Hoofdstuk 4 en Hoofdstuk 6 aan dat HepG2 cellen een nuttig
model voor het bestuderen van een aantal niet-genotoxische werkingsmechanismen van
chemische carcinogenen kunnen zijn. Ten slotte hebben de resultaten beschreven in
Hoofdstuk 5 bewezen dat HepG2 cellen kunnen worden gebruikt voor de evaluatie van
de functionaliteit van genen.
Conclusie
Ter afsluiting, dit proefschrift laat zien dat HepG2 een geschikte in vitro lever model kan
zijn voor de evaluatie van genotoxiciteit door middel van toxicogenomics analyses. Voor de
discriminatie van echte en vals-positieve genotoxische stoffen, was de toepassing van toxi-
cogenomics analyses meer succesvol dan de evaluatie van de fenotypische eindpunten in
HepG2 cellen. Dit proefschrift presenteert ook de ontwikkeling van een genotoxiciteit voor-
spellingsmethode door het evalueren van een beperkt aantal genen, welke beter is dan de
conventionele in vitro testbatterij voor de beoordeling van in vivo genotoxiciteit. Voor een
van deze genen toont dit proefschrift zijn biologische relevantie voor genotoxiciteit respon-
sen. Hiermee is aangetoond dat HepG2 cellen kunnen worden gebruikt voor de voorspelling
van de genotoxische eigenschappen van chemische stoffen, alsook voor de studie van ge-
notoxische mechanismen van chemische carcinogenen. Tot slot, geeft dit proefschrift een
aantal aanwijzingen dat de toepassing van toxicogenomics benaderingen met behulp van
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HepG2 cellen mechanistische informatie over de werkingsmechanismen van niet-genotoxi-
sche stoffen kunnen bieden, maar ook dat dit nog niet voldoende is voor de carcinogeni-
teitvoorspelling van niet-genotoxische stoffen.
Toekomst perspectieven en aanbevelingen
Zoals eerder vermeld, gaat dit proefschrift over de toepassing van toxicogenomics be-
naderingen in HepG2 cellen voor twee belangrijke doelen: de voorspelling van genotoxische
eigenschappen en de evaluatie van het carcinogeen potentieel van chemicaliën.
Dankzij het lagere vals-positieve percentage met even hoge gevoeligheid van de ont-
wikkelde methode voor genotoxiciteitvoorspelling in Hoofdstuk 4 in vergelijking met de
momenteel gebruikte in vitro testbatterij, wordt deze methode aanbevolen voor een aantal
toepassingen om te leiden tot de vermindering van het aantal dieren in toxiciteitstesten.
Deze toepassingen omvatten de vroege fasen van de ontwikkeling van geneesmiddelen
en de toepassing in het EU-beleid inzake chemische stoffen, het REACH-programma. Voor
het evalueren van intrinsieke genotoxische eigenschappen van chemische stoffen in de
ontwikkeling van geneesmiddelen, wordt momenteel een trapsgewijze benadering gebruikt
voor genotoxiciteit testen die beginnen met in vitro testen, gevolgd door in vivo testen. De
transcriptomics-gebaseerde methode kan de stopzetting van de echte genotoxische stoffen
na in vitro genotoxiciteit testen vergemakkelijken, en helpen bij de prioritering van veelbe-
lovende kandidaten die zijn vastgesteld als echte niet-genotoxische stoffen. Op deze ma-
nier worden dierenexperimenten op vals-positieve genotoxische stoffen vermeden. Het
EU-beleid inzake chemische stoffen, het REACH-programma, is gericht op het verzamelen
van voldoende toxicologische informatie van chemische stoffen die worden geproduceerd
of geïmporteerd in de EU. Er wordt geschat dat ongeveer 400.000 proefdieren kunnen wor-
den gebruikt voor het testen van genotoxiciteit in vivo om aan de voorschriften van de
REACH-beleid te vervullen (30). De ontwikkelde methode zoals beschreven in Hoofdstuk
4 kan worden gebruikt als een eerste beoordeling voor dit doel, waarmee dierexperimenten
die gebaseerd zouden zijn op foute uitkomsten van de conventionele in vitro testbatterij
vermeden kunnen worden.
De ontwikkelde methode kan bovendien ook worden aanbevolen als een instrument
voor genotoxiciteitsbeoordeling van nieuwe cosmetica. In dit geval kan de ontwikkelde me-
thode in Hoofdstuk 4 het gebruik van dieren voor genotoxiciteit evaluatie van cosmetische
ingrediënten vervangen. Dit is vooral van belang in het licht van het verbod op dierexperi-
menten voor cosmetische ingrediënten in de EU (EG-verordening 1223/2009).
Echter, om voor deze methode algemeen aanvaard te krijgen voor de chemische vei-
ligheidsbeoordeling, is erkenning door de regelgevende autoriteiten nodig. Daarom moeten
toekomstige inspanningen gericht zijn op deze erkenning. De eerste stappen in deze richting
zijn al gemaakt door deze nieuwe methode voor te dragen voor validatie door het Europees
Centrum voor de validatie van alternatieve methoden (ECVAM). Deze validatie moet gericht
zijn op zowel intra- en inter-laboratorium vergelijkende studies, om de robuustheid en de
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reproduceerbaarheid van de test te evalueren. Daarnaast zal de ontwikkeling van gestan-
daardiseerde procedures nodig zijn om erkenning te bereiken van de regelgevende autori-
teiten. Voor dat doel kan de ontwikkeling van specifieke analytische platformen, op basis
van RT-PCR arrays of aangepaste microarrays, evenals de ontwikkeling van software voor
de analyse van de gegevens, nuttig zijn.
De redenen dat de toxicogenomics benaderingen geen succesvolle methode voor het
beoordelen van de carcinogene potentie van niet-genotoxische stoffen opleverde, kan wor-
den gevonden in het beperkte aantal chemicaliën die werden gebruikt voor dit doel. Inclusie
van meer stoffen met bekende carcinogene potentie bij mensen kan beter zijn, omdat dan
meer werkingsmechanismen kunnen worden beoordeeld. Een andere reden zou kunnen
liggen in het geselecteerde celmodel of in de geselecteerde voorspellingsbenaderingen.
Bijvoorbeeld, terwijl de selectie van HepG2 cellen voor deze studie was gebaseerd op het
feit dat de lever het belangrijkste doelorgaan van chemische carcinogenen in proefdier stu-
dies is (3), is het bekend dat van de geselecteerde carcinogenen voor mensen die werden
gebruikt in Hoofdstuk 6 slechts één leverkanker kan veroorzaken bij mensen, terwijl de
meerderheid van de carcinogenen lymfomen kan veroorzaken. Een meer relevant celmodel
dat de doelweefsels van bekende carcinogenen voor mensen beter vertegenwoordigt, zal
dus relevant zijn voor verdere studies naar de identificatie van carcinogene eigenschappen
van chemische stoffen. Tot slot, alhoewel analyse transcriptomics responsen in staat was
om voor het merendeel van de menselijke niet-genotoxische carcinogenen hun werkme-
chanisme te identificeren, bleek dat voor sommige chemicaliën niet haalbaar. Dit kan erop
wijzen dat transcriptomics analyse niet altijd een geschikt eindpunt voor de evaluatie van
carcinogene eigenschappen van niet-genotoxische stoffen is en dus andere eindpunten of
combinaties daarvan moeten worden beschouwd, zoals de metabolomics, proteomics of
epigenomics analyses. Zo is binnen het domein van de niet-genotoxische carcinogenese
nader onderzoek aanbevolen om een meer geschikte in vitro celmodel te identificeren. Een
specifiek celmodel voor elk van de verschillende soorten kanker, zoals lymfomen, borstkan-
ker, leverkanker, enz., kan worden overwogen voor de evaluatie van de verschillende eind-
punten, zoals hierboven beschreven, in het kader van de ontwikkeling van een in vitro
carcinogeniteit voorspellingsmethode.
Samenvatting en algemene discussie 167
Referenties
1. Jemal A, Siegel R, Xu J, & Ward E (2010) Cancer statistics, 2010. CA Cancer J Clin 60(5):277-300.
2. OECD (2010 ) Mortality from Cancer, in OECD, Health at a Glance: Europe 2010 OECD Pub-
lishing:34-35.
3. Petrucelli N, Daly MB, & Feldman GL (2010) Hereditary breast and ovarian cancer due to mu-
tations in BRCA1 and BRCA2. Genet Med 12(5):245-259.
4. Clapp RW, Jacobs MM, & Loechler EL (2008) Environmental and occupational causes of can-
cer: new evidence 2005-2007. Rev Environ Health 23(1):1-37.
5. Oliveira PA, et al. (2007) Chemical carcinogenesis. An Acad Bras Cienc 79(4):593-616.
6. Hernandez LG, van Steeg H, Luijten M, & van Benthem J (2009) Mechanisms of non-genotoxic
carcinogens and importance of a weight of evidence approach. Mutat Res 682(2-3):94-109.
7. Ames BN, Lee FD, & Durston WE (1973) An improved bacterial test system for the detection
and classification of mutagens and carcinogens. Proc Natl Acad Sci U S A 70(3):782-786.
8. OECD (1997) OECD GUIDELINE FOR THE TESTING OF CHEMICALS: Test No. 476: In vitro
Mammalian Cell Gene Mutation Test.
9. OECD (1997) OECD GUIDELINE FOR THE TESTING OF CHEMICALS: Test No. 473: In Vitro
Mammalian Chromosome Aberration Test.
10. OECD (2010) OECD GUIDELINE FOR THE TESTING OF CHEMICALS: Test No. 487: In vitro
mammalian cell micronucleus test.
11. Kirkland D, Aardema M, Henderson L, & Müller L (2005) Evaluation of the ability of a battery
of three in vitro genotoxicity tests to discriminate rodent carcinogens and non-carcinogens I.
Sensitivity, specificity and relative predictivity. Mutat Res. 584(1-2):1-256.
12. ICH (1997) S1B TESTING FOR CARCINOGENICITY OF PHARMACEUTICALS.
13. Nuwaysir EF, Bittner M, Trent J, Barrett JC, & Afshari CA (1999) Microarrays and toxicology:
the advent of toxicogenomics. Mol Carcinog 24(3):153-159.
14. Ellinger-Ziegelbauer H, Stuart B, Wahle B, Bomann W, & Ahr HJ (2005) Comparison of the
expression profiles induced by genotoxic and nongenotoxic carcinogens in rat liver. Mutat
Res 575(1-2):61-84.
15. Waring JF, Ciurlionis R, Jolly RA, Heindel M, & Ulrich RG (2001) Microarray analysis of hepa-
totoxins in vitro reveals a correlation between gene expression profiles and mechanisms of
toxicity. Toxicol Lett. 120(1-3):359-368.
16. Uehara T, et al. (2008) A toxicogenomics approach for early assessment of potential non-
genotoxic hepatocarcinogenicity of chemicals in rats. Toxicology 250(1):15-26.
17. Hamadeh HK, et al. (2002) Gene expression analysis reveals chemical-specific profiles. Tox-
icol Sci 67(2):219-231.
18. Aniagu SO, Williams TD, & Chipman JK (2009) Changes in gene expression and assessment
of DNA methylation in primary human hepatocytes and HepG2 cells exposed to the environmen-
tal contaminants-Hexabromocyclododecane and 17-beta oestradiol. Toxicology 256(3):143-151.
19. Maeshima H, Ohno K, Tanaka-Azuma Y, Nakano S, & Yamada T (2009) Identification of tumor
promotion marker genes for predicting tumor promoting potential of chemicals in BALB/c 3T3
cells. Toxicol In Vitro 23(1):148-157.
20. Jonker MJ, et al. (2009) Finding transcriptomics biomarkers for in vivo identification of (non-
)genotoxic carcinogens using wild-type and Xpa/p53 mutant mouse models. Carcinogenesis
30(10):1805-1812.
21. Nioi P, Pardo ID, Sherratt PJ, & Snyder RD (2008) Prediction of non-genotoxic carcinogenesis
in rats using changes in gene expression following acute dosing. Chem Biol Interact
172(3):206-215.
22. Ennever FK & Lave LB (2003) Implications of the lack of accuracy of the lifetime rodent bioas-
say for predicting human carcinogenicity. Regul Toxicol Pharmacol 38(1):52-57.
23. Mascolo MG, et al. (2010) BALB/c 3T3 cell transformation assay for the prediction of carcino-
genic potential of chemicals and environmental mixtures. Toxicol In Vitro 24(4):1292-1300.
24. Vanparys P. CR, Aardema M., Gribaldo L.,  Hayashi M.,  Hoffmann S. and Schechtman L.
(2011) ECVAM Prevalidation of Three Cell Transformation Assays. ALTEX 28(1):56-59.
25. Hoenerhoff MJ, Hong HH, Ton TV, Lahousse SA, & Sills RC (2009) A review of the molecular
mechanisms of chemically induced neoplasia in rat and mouse models in National Toxicology
Program bioassays and their relevance to human cancer. Toxicol Pathol 37(7):835-848.
26. Hard GC & Khan KN (2004) A contemporary overview of chronic progressive nephropathy in
the laboratory rat, and its significance for human risk assessment. Toxicol Pathol 32(2):171-180.
168 Chapter 8
27. Thayer KA & Foster PM (2007) Workgroup report: National Toxicology Program workshop
on Hormonally Induced Reproductive Tumors - Relevance of Rodent Bioassays. Environ
Health Perspect 115(9):1351-1356.
28. Caldwell DJ (1999) Review of mononuclear cell leukemia in F-344 rat bioassays and its sig-
nificance to human cancer risk: A case study using alkyl phthalates. Regul Toxicol Pharma-
col 30(1):45-53.
29. Gold LS, Slone TH, Stern BR, & Bernstein L (1993) Comparison of target organs of carcino-
genicity for mutagenic and non-mutagenic chemicals. Mutat Res 286(1):75-100.
30. Edgar R, Domrachev M, & Lash AE (2002) Gene Expression Omnibus: NCBI gene expression
and hybridization array data repository. Nucleic Acids Res 30(1):207-210.
31. Jennen DG, et al. (2010) Comparison of HepG2 and HepaRG by whole genome gene ex-
pression analysis for the purpose of chemical hazard identification. Toxicol Sci.
32. Tibshirani R, Hastie T, Narasimhan B, & Chu G (2002 ) Diagnosis of multiple cancer types by
shrunken centroids of gene expression. Proc Natl Acad Sci U S A. 99(10):6567-6572.
33. Lamb J (2007) The Connectivity Map: a new tool for biomedical research. (Translated from
eng) Nat Rev Cancer 7(1):54-60 (in eng).
34. Zhang SD & Gant TW (2009) sscMap: an extensible Java application for connecting small-
molecule drugs using gene-expression signatures. BMC Bioinformatics 10:236.
35. Dennis G, Jr., et al. (2003) DAVID: Database for Annotation, Visualization, and Integrated Dis-
covery. Genome Biol 4(5):P3.
36. Tibshirani R, Hastie T, Narasimhan B, & Chu G (2002) Diagnosis of multiple cancer types by
shrunken centroids of gene expression. Proc Natl Acad Sci U S A. 99(10):6567-6572.
37. Lamb J, et al. (2006) The Connectivity Map: using gene-expression signatures to connect
small molecules, genes, and disease. Science 313(5795):1929-1935.
38. Williams GM & Iatropoulos MJ (2009) Evaluation of potential human carcinogenicity of the
synthetic monomer ethyl acrylate. Regul Toxicol Pharmacol 53(1):6-15.
39. Drawz SM & Bonomo RA (2010) Three decades of beta-lactamase inhibitors. (Translated from
eng) Clin Microbiol Rev 23(1):160-201 (in eng).
40. Weber LW, Boll M, & Stampfl A (2003) Hepatotoxicity and mechanism of action of haloalka-
nes: carbon tetrachloride as a toxicological model. Crit Rev Toxicol 33(2):105-136.
41. Yoshida R & Ogawa Y (2000) Oxidative stress induced by 2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-
dioxin: an application of oxidative stress markers to cancer risk assessment of dioxins. Ind
Health 38(1):5-14.
42. Perez-Maldonado IN, et al. (2005) DDT-induced oxidative damage in human blood mononu-
clear cells. Environ Res 98(2):177-184.
43. Piskac-Collier AL & Smith MA (2009) Lindane-induced generation of reactive oxygen species
and depletion of glutathione do not result in necrosis in renal distal tubule cells. J Toxicol En-
viron Health A 72(19):1160-1167.
44. Yu FL (2002) 17-beta Estradiol epoxidation as the molecular basis for breast cancer initiation
and prevention. Asia Pac J Clin Nutr 11 Suppl 7:S460-466.
45. Zhu BZ & Shan GQ (2009) Potential mechanism for pentachlorophenol-induced carcinogenic-
ity: a novel mechanism for metal-independent production of hydroxyl radicals. Chem Res Tox-
icol 22(6):969-977.
46. Singh S, Vrishni S, Singh BK, Rahman I, & Kakkar P (2010) Nrf2-ARE stress response mech-
anism: a control point in oxidative stress-mediated dysfunctions and chronic inflammatory
diseases. (Translated from eng) Free Radic Res 44(11):1267-1288 (in eng).
47. Ito Y & Nakajima T (2008) PPARalpha- and DEHP-Induced Cancers. PPAR Res 2008:759716.
48. Guyton KZ, et al. (2009) A reexamination of the PPAR-alpha activation mode of action as a
basis for assessing human cancer risks of environmental contaminants. (Translated from eng)
Environ Health Perspect 117(11):1664-1672 (in eng).
49. Yang JH & Rhim JS (1995) 2,3,7,8-Tetrachlorodibenzo-p-dioxin: molecular mechanism of car-
cinogenesis and its implication in human in vitro model. Crit Rev Oncol Hematol 18(2):111-127.
50. Chopra M, Gahrs M, Haben M, Michels C, & Schrenk D (2010) Inhibition of apoptosis by
2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxin depends on protein biosynthesis. Cell Biol Toxicol
26(4):391-401.
51. Mocarelli P, et al. (2008) Dioxin exposure, from infancy through puberty, produces endocrine
disruption and affects human semen quality. Environ Health Perspect 116(1):70-77.
52. Crisp TM, et al. (1998) Environmental endocrine disruption: an effects assessment and analy-
sis. Environ Health Perspect 106 Suppl 1:11-56.
Samenvatting en algemene discussie 169
53. Di Consiglio E, De Angelis G, Traina ME, Urbani E, & Testai E (2009) Effect of lindane on
CYP-mediated steroid hormone metabolism in male mice following in utero exposure. J Appl
Toxicol 29(8):648-655.
54. Cowles C, Mally A, & Chipman JK (2007) Different mechanisms of modulation of gap junction
communication by non-genotoxic carcinogens in rat liver in vivo. Toxicology 238(1):49-59.
55. Bugelski PJ, et al. (2010) Critical review of preclinical approaches to evaluate the potential of
immunosuppressive drugs to influence human neoplasia. Int J Toxicol 29(5):435-466.
56. IARC (2001) IARC Monographs on the Evaluation of Carcinogenic Risks to Humans: Volume
79: Some Thyrotropic Agents.
57. Ross J, et al. (2010) Human constitutive androstane receptor (CAR) and pregnane X receptor
(PXR) support the hypertrophic but not the hyperplastic response to the murine nongenotoxic
hepatocarcinogens phenobarbital and chlordane in vivo. Toxicol Sci 116(2):452-466.
58. JECFA (2001) Toxicological evaluation of certain veterinary drug residues in food. WHO Food
Additives Series, No. 49 nos 1041-1052 on INCHEM. .
59. Benane SG, Blackman CF, & House DE (1996) Effect of perchloroethylene and its metabolites
on intercellular communication in clone 9 rat liver cells. J Toxicol Environ Health 48(5):427-437.
60. Umemura T, et al. (1999) Pentachlorophenol (PCP) produces liver oxidative stress and pro-
motes but does not initiate hepatocarcinogenesis in B6C3F1 mice. Carcinogenesis
20(6):1115-1120.
61. IARC (1997) IARC Monographs on the Evaluation of Carcinogenic Risks to Humans: Volume
69: Polychlorinated Dibenzo-para-Dioxins and Polychlorinated Dibenzofurans.
62. IARC (2011) IARC Monographs on the Evaluation of Carcinogenic Risks to Humans: Volume
100A: A Review of Human Carcinogens: Pharmaceuticals.
63. IARC (1991) IARC Monographs on the Evaluation of Carcinogenic Risks to Humans: Volume
53: Occupational Exposures in Insecticide Application, and Some Pesticides 
64. IARC (1999) IARC Monographs on the Evaluation of Carcinogenic Risks to Humans: Volume
72: Hormonal Contraception and Post-menopausal Hormonal Therapy.
65. Huff JE, Salmon AG, Hooper NK, & Zeise L (1991) Long-term carcinogenesis studies on
2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxin and hexachlorodibenzo-p-dioxins. Cell Biol Toxicol
7(1):67-94.
66. IARC (1990) IARC Monographs on the Evaluation of Carcinogenic Risks to Humans: Volume
50: Pharmaceutical Drugs.
67. IARC (1987) IARC Monographs on the Evaluation of Carcinogenic Risks to Humans: Supplement
7: Overall Evaluations of Carcinogenicity: An Updating of IARC Monographs Volumes 1 to 42.
68. IARC (1995) IARC Monographs on the Evaluation of Carcinogenic Risks to Humans: Volume
63: Dry Cleaning, Some Chlorinated Solvents and Other Industrial Chemicals 
69. IARC (1999) IARC Monographs on the Evaluation of Carcinogenic Risks to Humans: Volume
71: Re-evaluation of Some Organic Chemicals, Hydrazine and Hydrogen Peroxide.
70. IARC (2000) IARC Monographs on the Evaluation of Carcinogenic Risks to Humans: Volume
77: Some Industrial Chemicals.
71. IARC (1996) IARC Monographs on the Evaluation of Carcinogenic Risks to Humans: Volume
66: Printing Processes and Printing Inks, Carbon Black and Some Nitro Compounds.
72. IARC (1978) IARC Monographs on the Evaluation of Carcinogenic Risks to Humans: Volume
16: Some Aromatic Amines and Related Nitro Compounds.
170 Chapter 8
